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 H A :  h y d r o x y a p a t i t e  
 H E :  H e m a t o x y l i n  &  E o s i n  
 H U :  H o u n s f i e l d  u n i t  
O C P :  o c t a c a l c i u m  p h o s p h a t e  
 O C P / C o l :  o c t a c a l c i u m  p h o s p h a t e  c o l l a g e n  
 P F A :  p a r a f o r m a l d e h y d e  
 S D :  S p r a g u e - D a w l e y  
T C P :  t r i c a l c i u m  p h o s p h a t e  
T R A P :  T a r t r a t e - R e s i s t a n t  A c i d  P h o s p h a t a s e  




【 1 】要約  
本学医工学研究科骨再生医工学分野と株式会社東洋紡との共同
開 発 に よ り ， リ ン 酸 オ ク タ カ ル シ ウ ム  ( o c t a c a l c i u m  p h o s p h a t e ,  
O C P )  とブタ由来のコラーゲンとの合成素材であるリン酸オクタカル
シ ウ ム / コ ラ ー ゲ ン 複 合 体  ( O C P / C o l )  が 開 発 さ れ た ． こ の
O C P / C o l は頭蓋骨や抜歯窩などにおいて優れた骨再生を示すこと
が知られているが ，脳外科手術後などのような硬膜欠損部位におけ
る骨再生能に関しては不明である．本研究は， O C P / C o l の脳神経外
科領域での活用を図るため，硬膜欠損を有する頭蓋骨欠損後の骨再
生を検証することを目的とした．ラットの頭蓋骨に 1 0  m m の骨削除を
おき，ディスク状に作成した O C P / C o l を骨欠損部に埋入，小動物用
C T を撮影しながら 1 2 週の経過観察を行った．免疫組織化学的検討
を行い，骨の新生と破骨細胞の新生骨内への進入，および新生血管
の増生を確認した ． O C P / C o l 埋入による骨再生には硬膜欠損の有
無が影響しないことが統計学的に示された．  
また，イヌを用いた同様の実験も行った．月齢 9 か月の雄性ビー
グル犬 5 頭を用い，両側頭頂骨に径 2 0  m m の骨削除を設け，両側
とも硬膜に十字切開を行い， 2 0  m m の O C P / C o l ディスクを埋入し





経過観察ののち ，頭蓋骨を脳ごと 摘出し観察し た ．頭蓋骨は肉眼的
には全例で再生していたが，硬膜の十字切開のため脳表と新生骨と
の軽度の癒着が認められた．摘出骨の C T を撮影し，その後脱灰標
本を作製，組織学的および放射線学的検討を行った． H E 染色では全
例 で 厚 み を も っ た 新 生 骨 の 増 生 が 認 め ら れ ， 抗 v o n  W i l l e b r a n d  




以上の結果から， O C P / C o l はラットおよびイヌの頭蓋骨臨界骨欠
損におい て硬膜欠損の有無によら ず ，有効な骨再生が得られるこ と
が示された． O C P / C o l は脳神経外科領域において有用な骨再生材
料となることが示唆された．   
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【 2 】研究背景  
 脳神経外科手術には大きく分けて 2 種類の手術がある．頭蓋骨に








ートを置いたり ，人工骨ペーストを用いて補填するのが一般的である．  
 バーホールボタンや人工骨ペース ト といった補填材は，ハイドロキ
シ ア パ タ イ ト  ( h y d r o x y a p a t i t e ,  H A ) ， リ ン 酸 三 カ ル シ ウ ム  
( t r i c a l c i u m  p h o s p h a t e ,  T C P )  といったバイオマテリアルから作ら
れており，これらのマテリアルにはそれぞれ特徴がある． H A はヒトの
正常骨の 8 割近くを構成する物質であり，生体活性セラミックスと呼
ばれ，体内で異物として認識されないという特徴をもつ．しかし p H が
中性付近にあるとその溶解度は非常に小さ くなり ，体内に埋入しても
体 液 環 境 下 で は 溶 解 せ ず ， 永 久 的 に 体 内 に 残 存 す る ． こ れ に 対 し
5 
 
T C P は生体吸収性セラミックスと呼ばれ，多孔構造のため体内で吸
収されやすいという特徴をもつ．特に体液環境下での溶解度が H A よ
り も大き く ，時間と と もに分解 ・吸収さ れ骨へと置換してい く と考えら
れるが，これまでの報告では完全に吸収されることは多くなく ，異物と


























酸 オ ク タ カ ル シ ウ ム  ( o c t a c a l c i u m  p h o s p h a t e ,  C a 8 H 2 ( P O 4 ) 6 ・
5 H 2 O  ,  O C P )  / コラーゲン複合体  ( O C P / C o l )  という新たな骨再生
材料に着目した ． O C P は生体内における骨や歯の無機成分である
H A の前駆物質として知られ， O C P / C o l は骨欠損領域における骨再
生の足場となることを目的として作成された．  H A は前述の通り生体
活性を有するが，生体に吸収され骨再生が惹起されることはない．こ
れに対し O C P は生体内で加水分解され H A へ転換され，優れた生
体吸収性と骨再生能を発揮する [ 3 ] ．  




実験や臨床研究で示されている [ 4 ,  5 ] ． 1 9 9 9 年に O C P を用いたラ
ッ トの頭蓋骨再生が，本学歯科口腔外科分野から最初に報告され，
2 0 0 7 年に初めて，この O C P とブタ由来のコラーゲンで複合体を作
成 し 骨 再 生 を 報 告 し て い る ． こ の 報 告 で は O C P / C o l の ほ か ，
T C P / C o l ， H A / C o l といった複合体を作成し，これらと比較する形で
O C P / C o l による骨再生の優位性を示した．これは，各複合体を埋入
後 1 2 週の時点での組織を採取し，組織中の骨細胞の数，残存した
各粒子の数を計測し，新生骨細胞が O C P / C o l 埋入群で優位に多い
こと ， O C P の残存粒子が他に比べ優位に少ないことを示し ，骨再生
の有用性とし てい る ．また近年では 臨床におけ る本材料の使用によ
る有効性と安全性が報告されている [ 6 ] ．この本学骨再生医工学分野
からの報告では， 1 0 例の抜歯後または顎のう胞摘出後症例の摘出
腔に O C P / C o l を埋入し，術後 6 ヶ月間で軽微な炎症以外の合併症
が起きなかったことを報告している．また，術後 1 2 ヶ月時点での画像
評価では，摘出腔に埋入した O C P / C o l は周囲の自家骨と同程度の
X 線透過性を示したとしている．  




となっており，加えてこの O C P は， H A や T C P と比べてより有効な
骨再生が得られることもたびたび報告されている [ 7 ,  8 ] ．  
この O C P / C o l の脳神経外科領域で臨床応用するために，その有
効性を 示すことを 本研究の目的とし た ．前述の通り 脳神経外科領域
での手術後には硬膜欠損が頻繁に生じるが，大きな硬膜欠損がある











厚みがあるイヌを 用いて実験を行うこと と した ．骨ロウを骨縁に塗布
すると物理的に母床骨との連続性が断たれることになる．その場合，




無による違いを検証した． O C P / C o l を用いて得た新生組織を放射線
学的 ・組織学的に検討することで骨ロウ使用の有無による再生の差
異を検証し ， さ らにラ ッ トの場合と同様に血管新生，破骨細胞，骨芽
細胞の組織内への進入を組織学的に確認することを目的とした．  
 
【 3 】研究方法  
1 .  ラット臨界骨欠損における頭蓋骨再生  
1 ) 実験動物  
 本研究におけ る動物実験は東北大学大学院医学系研究科動物実
験 委 員 会 の 審 査 お よ び 承 認 の も と に 実 施 さ れ た ． 8 週 齢 の 雄 性
S p r a g u e - D a w l e y  ( S D )  ラットを用いた．  
 
2 ) O C P / C o l ディスク  
 O C P は 3 0 0 ～ 5 0 0  µ m の粒子径のものを 1 2 0 ℃で 2 時間滅菌処
理したものを用いる．この熱処理は O C P の粒子構造に影響を与えな
いことはすでに報告され示されてい る [ 3 ] ． コ ラ ーゲンは日本ハム株
式会社で精製している N M P コラーゲン P S を用いた．これはブタの
皮膚から採取し凍結乾燥されたものである．このコラーゲンを p H  7 . 4
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の純水に溶解し 3 % に調整し， 1 5 0 ℃， 2 4 時間の熱水処理で O C P と
混合し，凍結乾燥させ，径 9 . 0  m m ，厚さ 1 . 5  m m のディスク状に成
型し， 1 5  k G y の電子線照射で滅菌処理した．  
 
3 ) O C P / C o l 埋入手技  
1 . 5 % イソフルランを， 3 0 % 酸素，および 7 0 % 笑気の混合気に混じ
て S D ラットに吸入麻酔を行い，自発呼吸は維持した．術中は直腸温
で体温を 3 7 . 5 ℃に維持した．過去の文献を参照し [ 4 ] ， ト レフ ィンバ




分注意した．その後，径 9 . 0  m m の O C P / C o l ディスクを 1 枚のみ埋
入 し ， 骨 膜 と 皮 膚 を 閉 鎖 し 手 術 を 終 了 し た ． ラ ッ ト の 臨 界 骨 欠 損 は
5 . 0  m m といわれており，自己再生が確実に起きないと考えられる径
として 1 0  m m という骨欠損を選択した [ 9 ] ．  
O C P 埋入に際して 3 群の治療群を設けた． I 群は骨削除ののち，




損傷しないよう特に留意し，その後 O C P / C o l ディスクを留置し閉創
した． I I I 群は I I 群と同様に左側硬膜を除去したが，対照群として
O C P / C o l ディスクは留置せず閉創した．術後は抗生剤の経口投与を
行った．  
 
4 ) 放射線学的解析と組織採取  
 O C P / C o l ディスクを埋入した直後，および埋入後 1 ， 2 ， 3 ， 4 ， 6 ，
8 ， 1 0 ， 1 2 週が経過した時点で全例において小動物用 C T を撮影し
た．画像データは Z i o  s t a t i o n  2 で解析し， H o u n s f i e l d  u n i t  ( H U )  
値 を 計 測 し た ． 硬 膜 欠 損 が 画 像 上 判 然 と し な か っ た た め ， こ れ ら の
H U は正中および自家骨縁からおよそ等しい距離での新生組織にお
いて， 1  m m 2 の円形の r e g i o n  o f  i n t e r e s t  ( R O I )  を置いて計測し，
各側 5 スライス分の計測値を平均し記録した．  
 O C P / C o l 埋入後 1 2 週の小動物用 C T を撮影したのちラット血液
を生理食塩水で置換し ， 4 %  p a r a f o r m a l d e h y d e  ( P F A )  で灌流固
定し頭部を切断，頭蓋冠を脳と一塊に採取し， 4 %  P F A に浸漬固定し
た．固定後は 1 0 %  E D T A で脱灰処理し，パラフィン包埋し標本を作
製した．標本は冠状断で 3  µ m の厚さで薄切した．  
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 作成した標本を H e m a t o x y l i n  &  E o s i n  ( H E )  染色， T a r t r a t e -
R e s i s t a n t  A c i d  P h o s p h a t e  ( T R A P )  染色，および抗 C D 3 4 抗体
を用いた免疫染色を行い検討した． T R A P 染色は T R A P / A L P  s t a i n  
k i t  ( 2 9 4 - 6 7 0 0 1 ，和光純薬株式会社 )  を用い， A L P の二重染色を
行わず， T R A P 染色と各染色のみの手順で行った． C D 3 4 は一次抗
体に r a b b i t  a n t i - C D 3 4  a n t i b o d y  ( a b 8 1 2 8 9 ， A b c a m ) ，二次抗体
に b i o t i n y l a t e d  g o a t  a n t i - r a b b i t  i m m u n o g l o b u l i n  G  ( B A -
1 0 0 0 ， Ve c t o r  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . )  を用いて反応させ，ヘマトキシ
リンで対比染色を行った．   
 
5 ) 統計学的解析  
 小動物用 C T で得られた H U の経時的変化は，反復測定分散分析
法を用いて解析した ．各時間における治療群ごとの差異の事後比較
には B o n f e r r o n i の補正を使用した． T R A P 染色は T R A P 陽性を示
す多核細胞を目視でカウントし ，また抗 C D 3 4 抗体を用いた免疫組
織化学では C D 3 4 活性をもつ管腔構造を同じく目視でカウントし，一
元配置分散分析を施行後， B o n f e r r o n i 検定を用いて解析を行った．
また，データは平均±標準偏差で表し， p  <  0 . 0 5 を有意差ありとした．
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解析ソフトには G r a p h  P a d  P r i s m  5 . 0 3  ( G r a p h  P a d  S o f t w a r e ,  
L a  J o l l a ,  C A ,  U S A )  を用いた．  
 
2 .  イヌ頭頂骨欠損孔における O C P / C o l 埋入による頭蓋骨再生  
1 ) 実験動物  
 本研究におけ る動物実験は東北大学大学院医学系研究科動物実
験委員会の審査および承認のもとに実施された． 9 か月齢の雄性ビ
ーグル犬 5 頭を用いて実験を行った．  
 
2 ) O C P / C o l ディスク  
 ラ ッ ト 頭 蓋 骨 再 生 実 験 で 用 い た も の と 同 様 の 方 法 で 作 製 し た
O C P / C o l ディスクを使用したが，径は 2 0  m m とした．  
 
3 ) O C P / C o l 埋入手技  
 麻酔前投薬としてアトロピン硫酸塩および日局ケトプロフェンを筋注
し ，ケタ ミ ン塩酸塩で鎮静を行ったのちに静脈路を確保した ．経静脈
的にペントバルビタールナトリウムを投与し麻酔を行う．頭部に 2 % キ
シロカインを注射し ，両側耳介基部を起点とし ，鼻側へふくらむ逆 U
字の皮膚切開を 行った ．皮膚を切開し 両側の側頭筋を 露出させ ，付
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着部近傍で側頭筋を切開し た ．側頭筋を翻転させたのち ，頭蓋骨に




て物理的に母床骨と O C P / C o l の連続性が断たれた場合に骨再生に
違いが生じる可能性を考慮し，骨縁からの出血に対して，各個体で右
側は骨ロウを用いて止血し，左側では骨ロウを用いず， O C P / C o l を
あてて止血した （ O C P / C o l は止血剤であるコラーゲンを含有するた
め，これをあてるこ とで十分な止血が得られた ） ．実際に脳外科手術
で行われる手技に準じて硬膜に十字切開を行い，硬膜断端をバイポ
ーラーで電気凝固した．脳表を露出させ径 2 0  m m の O C P / C o l を留
置埋入し ，骨欠損孔が完全に覆い隠れるように側頭筋を縫合閉鎖し
た．最後に皮膚を縫合して手技を終了した．術後は 3 日間の抗生剤
投与を行い，その後は 6 か月間経過観察した．  
 
4 ) 放射線学的解析と組織採取  
 O C P / C o l 埋入後 6 か月が経過した時点で安楽死させ，全例で頭蓋
骨を広範囲に摘出した．摘出骨は C T を撮影後にホルマリン溶液に
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浸し，浸漬固定した．撮影した C T の H U を，ラットと同様に R O I を
おいて測定し，測定値の統計解析には o n e  w a y  A N O VA を用いた．
標本の一部は凍結粉砕し S m a r t L a b を用いて X 線回折を行い，そ
のほかは脱灰後にパラフ ィン包埋し標本を作製し組織学的解析を行
った．  
 パラフィン標本は 5  µ m  に薄切し， H E 染色による解析，さらに抗





5 ) 統計学的解析  
 摘出骨の C T データから得られた H U は一元配置分散分析を用い
て解析し，事後解析には B o n f e r r o n i 検定を用いた．データは平均
±標準偏差で表し， p  <  0 . 0 5 を有意差ありとし，解析ソフトは G r a p h  
P a d  P r i s m  5 . 0 3  ( G r a p h  P a d  S o f t w a r e ,  L a  J o l l a ,  C A ,  U S A )  
を用いた．  
 
【 4 】研究結果  
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1 .  ラット臨界骨欠損における頭蓋骨再生  
1 ) 経時的 C T 撮影  
 経時的な小動物用 C T 撮影により， O C P / C o l を埋入した I 群およ
び I I 群での骨の再生が確認できた  ( F i g u r e  1 ) ． O C P / C o l を埋入
していない I I I 群では薄い骨様の高吸収構造物の出現は認めるもの
の，骨欠損孔に比べごく一部であった。 H U 値は繰り返し測定分散分
析 で 測 定 し  ( 交 互 作 用 ： D f = 1 6 ， F = 3 . 4 0 8 ， p = 0 . 0 0 0 2 ；  時 間 ：
D f = 8 ， F = 4 8 . 3 5 ， p  <  0 . 0 0 0 1 ；  治 療 ： D f = 2 ， F = 3 8 . 2 2 ， p  <  
0 . 0 0 0 1 ) ， O C P / C o l を埋入した I 群， I I 群では埋入していない I I I
群と比べ，術後 2 週以降の時点で H U の有意な上昇を認めた  ( I 群  
v s  I I I 群：術直後および 1 週， p  >  0 . 0 5 ；  2 ， 3 ， 4 ， 6 ， 8 ， 1 0 ， 1 2
週， p  <  0 . 0 0 1 ；  I I 群  v s  I I I 群：術直後および 1 週， p  >  0 . 0 5 ；  2
週， p  <  0 . 0 1 ；  3 ， 4 ， 6 ， 8 ， 1 0 ， 1 2 週， p  <  0 . 0 0 1 ) ．なお， I 群， I I
群間では差は認めなかった  ( 術直後，および 1 ， 2 ， 3 ， 4 ， 6 ， 8 ， 1 0 ，
1 2 週のいずれの時点でも p  >  0 . 0 5 )  ( F i g u r e  2 ) ．また，硬膜除去
の有無による H U 値の差も認めなかった  ( F i g u r e  3 ) ．ラット自家骨
の H U 値は 2 0 0 0 程度であるのに対し， O C P / C o l を埋入した直後の
I 群， I I 群の骨欠損部の H U 値は 3 0 0 ～ 5 0 0 前後であったが，
O C P / C o l 後 1 2 週が経過した時点での H U 値は 1 2 0 0 程度まで上
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昇していた． I I I 群では O C P / C o l 埋入後 1 2 週が経過した時点での
H U 値が 1 0 0 0 を超えているものはなかった．  
 
2 ) 組織学的検討  
 骨再生を評価するため， O C P / C o l 埋入後 1 2 週が経過した時点で
各 群 の ラ ッ ト か ら 頭 蓋 骨 を 摘 出 し 脱 灰 標 本 を 作 製 し ， H E 染 色 と
T R A P 染色を行った． I 群  ( n  =  4 )  および I I 群  ( n  =  5 )  では骨
欠 損 部 に 新 た な 組 織 の 増 生 を 認 め ， 類 骨 お よ び 新 生 骨 を 確 認 し た  
( F i g u r e  4 ) ．また O C P / C o l の残存粒子も確認した． I I I 群  ( n  =  3 )  
においては他の 2 群と比べ新生した組織は薄く，類骨もわずかであっ
た．残存 O C P 粒子や類骨の周囲を取り囲むように扁平な細胞の増
生が認められ，一部には多核の大型細胞が認められた  ( F i g u r e  5 ) ．  
 T R A P 染色では多核の破骨細胞が確認された  ( F i g u r e  6 ) ．破骨
細胞は主に O C P の残存粒子の周囲に観察された． 3 群ともに破骨細
胞は確認できた  ( F i g u r e  7 ) ．破骨細胞をカウントすると， O C P / C o l
を埋入していない I I I 群に比べより多くの破骨細胞が， O C P / C o l を
埋入した I I 群で認められた  ( F ( 2 ,  8 ) = 5 . 4 0 1 ， p = 0 . 0 3 2 8 ；  I 群  v s  
I I 群， p  >  0 . 9 9 ；  I 群  v s  I I I 群， p = 0 . 0 8 8 ；  I I 群  v s  I I I 群，
p = 0 . 0 4 3 )  ( F i g u r e  8 ) ． I 群と I I 群では破骨細胞の増生に有意な差
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を認めなかった． I I 群では左側の硬膜を切除しているが，右側には
完全に硬膜が残存している． T R A P 染色の結果から硬膜切除による
破骨細胞の増生への影響は少ないと い う こ と が考えら れるが ，完全
に硬膜と O C P / C o l の接触を断ったわけではなく，硬膜からの細胞進
入が起きている可能性は否定できない．  
 抗 C D 3 4 抗体を用いた免疫組織化学では，新生した組織に C D 3 4
陽性の管腔構造が認められた．これらは組織内に進展した新生血管
である．これは O C P / C o l 埋入の有無にかかわらず全治療群に認め
られ，各群で同等に血管新生が認められ，有意な差を 認めなかっ た  




2 .  イヌ頭頂骨欠損孔における O C P / C o l 埋入による頭蓋骨再生  
1 ) 摘出骨 C T 撮影  
 O C P / C o l 埋入後 6 か月が経過した時点で 5 頭全ての個体から骨






検体とした．摘出骨検体は直ちに小動物用 C T を撮影した．撮影した
データを用いて H U 値を測定し，各データを一元配置分散分析で測
定した  ( F ( 2 ,  1 2 ) = 1 1 . 7 2 ， p = 0 . 0 0 1 5 )  ( F i g u r e  1 1 ) ． C T では各個
体とも両側で，自家骨と比べると薄いものの，新生骨と思われる組織
の増生が観察された．また，骨ロウで止血を行った側と骨ロウを使用
しなかった側での H U 値に差は認めなかった  ( 骨ロウなし  v s  骨ロ
ウあり ： p  >  0 . 0 5 ) ．  
 また，凍結粉砕した新生骨を用いて， X 線回折を行った．埋入して
いない O C P / C o l そのものは，回折角度  ( 2 θ )  4 °付近に回折強度
のピークが認められる ．これに対し ，自家骨ではこのピークが消失し
て い る の が 特 徴 で あ る が ， 本 実 験 を 行 っ た 全 例 で ， 埋 入 し た
O C P / C o l の固有スペク トルは消失し ，自家骨と同様のスペク トルを
呈していた  ( F i g u r e  1 2 ) ．  
 
2 ) 組織学的検討  
 摘出骨の脱灰処理後に作製したパラフィン標本を用いて， H E 染色
を 行 っ た ． 全 例 に お い て ， 骨 欠 損 孔 に 厚 い 組 織 の 増 生 を 認 め た  
( F i g u r e  1 3 ) ．新生骨組織や類骨の増生を組織中に認め，骨再生が
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得られていることを確認した．これらの組織中には残存した O C P 粒





使用の有無によらず認められる所見であった  ( F i g u r e  1 4 ) ．  
 同様にイヌ頭蓋骨脱灰標本を用いて抗 c a t h e p s i n  K 抗体による免
疫染色を行った．全例で新生組織中に c a t h e p s i n  K 活性が確認され
た ．こ れは両側で同様に観察さ れ ，破骨細胞の活性を 示唆すると 考
えられた  ( F i g u r e  1 5 ) ．ラットで行った T R A P 染色はイヌ頭蓋骨の
脱灰標本に交差性を有するものがなかったため，抗 c a t h e p s i n  K 抗
体による染色を選択した．  
 抗 o s t e o c a l c i n 抗体を用いた免疫染色でも，新生組織において同
心円状の各配列を有した新生骨の内部に o s t e o c a l c i n が確認できた  
( F i g u r e  1 6 ) ．また，血管内皮のマーカーである抗 v W F 抗体による
免疫染色では，全例で新生組織中に v W F 陽性の管腔構造を確認し




な変化は認めなかった．これも T R A P 染色と同様に，本来であれば
新生血管の評価のため抗 C D 3 4 抗体を用いて検討すべきであるが，
イヌの頭蓋骨脱灰標本に交差性のある抗 C D 3 4 抗体がなかったため，
抗 v W F 抗体を用いた．  
 
 
【 5 】考察  
1 .  ラット臨界骨欠損における頭蓋骨再生  
 本実験でラットの臨界骨欠損において O C P / C o l の埋入により骨再
生が得られることが示され，また，この骨再生は硬膜の有無によらな
いことも示された．これまでの報告から， T C P や H A ，またはコラーゲ
ン単独の材料に比べた O C P / C o l の骨再生に対する有効性は示され
ている [ 7 ,  8 ,  1 0 ,  1 1 ] ．しかし，硬膜の有無と骨再生について検討し
た報告はな く ，今回の我々の研究ではじ めて ，硬膜の有無と骨再生
が相関しないであろうことが示された．本実験において O C P / C o l を
埋 入し な か っ た群 でも わ ず か な 類 骨 の 増 生 が認 め ら れ た こ と から ，
O C P / C o l を埋入しなくても多少の骨再生は得られることがわかるが，
新生した組織は O C P / C o l を埋入した場合に比べると薄く，類骨も少
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量であることから， O C P / C o l が骨再生の足場となることで再生を促し
ていることが考えられる．  
 経時的な小動物用 C T の評価でも骨の新生に伴って H U 値の上昇
を認めた．骨欠損孔に埋入した直後の O C P / C o l ディスクは 3 0 0 ～
5 0 0 程度の H U 値であることから， O C P / C o l を埋入した群で認めら
れた H U 値の上昇は，新たに生じた骨組織による上昇であると考えら
れる [ 4 ] ．また O C P / C o l を埋入しなかった群においても H U 値はわ
ずかに上昇しているが，臨界骨欠損とされる 5 . 0  m m を超える骨欠
損でも骨再生が部分的に得られているという報告はある [ 9 ] ． したが
って， O C P / C o l を埋入しなかった場合の H U 値の上昇も骨の再生に
よるものと考えられるが， O C P / C o l を埋入した場合に比べるとその
上昇は小さかった．また， O C P / C o l 埋入により骨再生が得られてい
る群での H U 値に，硬膜の有無による骨再生の左右差は認められな
かった ．これは硬膜と接していない組織でも骨再生が得られることを
示唆している所見と考えられる．また，本実験における I I 群で硬膜除





 組織学的検討により，骨欠損孔に O C P / C o l を埋入した群では厚い
組織の増生と新生骨あるいは類骨の増生を認めた． O C P / C o l を埋
入しなかった群でも類骨の出現は認められたが， O C P / C o l を埋入し
た群に比べ，新生組織内には小さな類骨が少数認められたのみで，
厚い組織の増生はみられなかった．  
 T R A P 染色の結果から， H E 染色で認めた類骨や O C P / C o l 粒子
の周囲に T R A P 活性を示す細胞の出現を認めた． T R A P 活性は必
ずしも破骨細胞に特異的なマーカーではないが ，類骨周囲に認めら
れる T R A P 活性を有する細胞であるため，破骨細胞を観察している
ものと考えられる．破骨細胞は全例で認められたが， O C P / C o l を埋
入した個体ではより多くの細胞の増生を認めた．これは O C P 粒子を
足場として破骨細胞が組織内に定着していることを示唆する所見と考
える．  
 C D 3 4 は新生血管に発現するマーカーとして知られている．本実験
ではすべての群で，新生骨組織に C D 3 4 陽性の管腔構造が認められ
た．これらは新たに増生した組織に進展する新生血管と考えられる．
新生血管は O C P / C o l を埋入しなかった群でも認められた．このこと




とが予想される． O C P / C o l は，前述の通り破骨細胞が組織内に定着
する足場と し て利用さ れてい る可能 性が考えら れる ． 硬膜切除の有
無により血管新生に差はみられず， O C P / C o l 埋入の有無によっても
差はなかった ．硬膜切除群については硬膜が残存している部位もあ
る た め ， 全 く 硬 膜 の 影 響 を 排 除 し た と は い え な い ． し か し 埋 入




 O C P は T C P や H A と比べ早期に生体に吸収分解され， H A に変
換さ れるこ と が知ら れてい る [ 1 2 ] ．今回使用し た新規骨再生材料に
O C P が使用されているのはこれらの報告に基づいたためである．破
骨細胞が類骨周囲に観察されたのみでなく， O C P の残存粒子の周囲
にも観察されたことは， O C P の破骨細胞に対する親和性の高さを示
唆している可能性がある．  
脳神経外科領域における骨欠損の補填に T C P や H A が使用され
ることは臨床上しばしば認められるが，皮下への残存が問題になるこ








2 .  イヌ頭頂骨欠損孔における O C P / C o l 埋入による頭蓋骨再生  
 ラッ トでの骨再生実験同様，イヌでも O C P / C o l による骨再生を確
認し た ．頭蓋骨摘出時に新生組織と 脳実質と の癒着がみら れた ． こ
れによる麻痺などは生じなかったものの，臨床応用するうえで問題に
なる可能性はある ．本実験ではこ の癒着は検証し てい ない が ，実際
の手術においては術後の髄液漏が問題となるため，脳表を露わにし
たまま閉頭するこ とはない ．硬膜がどう しても閉鎖できなければ ，人
工硬膜を用いるなどの対策を講じることが一般的である．よって本実











たれた状態でも O C P / C o l による骨再生が得られることを本実験で確
認した．また，小動物用 C T での解析により，骨ロウを用いた側での
骨再生が，用いなかった側での骨再生と比べて H U 値の上昇に差が
ないことが示された． 6 か月での骨再生は自家骨と同程度までには達
しなかったものの，各個体での左右差は H U 値においては認められ
なかった ．この結果から ，脳神経外科領域での術後骨欠損の補填に
対しての使用でも，有効な骨再生が得られる可能性があると考えられ
る．さらにこの O C P / C o l に含まれるコラーゲンは止血剤として用いら
れることもあり，骨ロウの代わりとしての止血作用も期待できる．  











できた．過去の報告では H A や T C P は皮下に埋入しても X 線回折
でのスペク トルはあまり変化しないとされている [ 1 2 ] ．脳神経外科領
域での術後にこれらの材料が異物として残存してしまうのもこのため
と考えられる．一方 O C P は 8 週の経過観察でそのスペクトルが変化
し， O C P 自体のスペクトルから骨と類似のスペクトルに変化すること
が示され，結晶構造が変化したためと報告されている [ 1 2 ] ．本研究に
おいても O C P は本来のスペクトルから自家骨と同様のスペクトルへ
変化しており， H A や T C P と比較して，より有意な生体親和性を有す
ると考察できる．  
C a t h e p s i n  K は破骨細胞から分泌されるプロテアーゼで骨再吸収
時に活性化さ れると されており ，その発現量が破骨細胞の活性化と
相 関 し ， 骨 再 吸 収 活 性 化 の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る と さ れ て い る
[ 1 3 ] ．この c a t h e p s i n  K が新生組織中で発現しており，新生組織で
の骨再吸収活性が示された．これは埋入した O C P が破骨細胞や骨
芽 細 胞 に よ り H A へ 変 換 さ れ る 過 程 で 生 じ た 変 化 と 考 え ら れ る ．





O s t e o c a l c i n とは骨の非コラーゲン性タンパク質の一種であり ，
骨芽細胞がその産生を担っている．この o s t e o c a l c i n 活性が本実験
では全例で認められたが，破骨細胞の活性化に先行して起こる骨芽
細胞の活性化を示唆している所見と考えることができる．骨芽細胞が
新生組織内で活性化し，これが破骨細胞を活性化させ O C P を溶解す
ることで，骨芽細胞は新たな骨を形成する材料を得ているのだと考え
られる．  
v W F は血管内皮に発現するマーカーとして認識されるが，新生血
管のマーカーではない．本来ラットと同様に C D 3 4 を用いた検証を行
うべきであるが，イヌの頭蓋骨組織に対して交差性を有する抗 C D 3 4
抗体がないため， v W F で血管内皮を評価した． O C P / C o l 埋入により
生じた新生組織にも血管が確認できたことで，これを新生血管と捉え
られると考えた．この血管がどこから組織内へ進入してきたかについ
ては ，摘出骨は硬膜断端と 癒着し ていたため ， こ の硬膜断端から 血
管が組織内へ進入してきた可能性もある． H E 染色での骨形成の新
生組織内での差異や， c a t h e p s i n  K 活性が骨ロウにより母床骨側か
らの血流が断たれていても変化しなかったことなどからも，少なくとも




結果からイヌの頭蓋骨欠損においても O C P / C o l 埋入により有効な
骨再生過程が確認できた．  




ていく ．本実験においては， O C P / C o l の埋入の有無にかかわらず，
新生組織内への血管の誘導は得られていた．しかし骨組織の成立に
は O C P / C o l の有無により差が生じていたことから， O C P / C o l を用
いた骨再生は， O C P 粒子がその後に増生してくる骨芽細胞の足場と
なることにより得られるものと考える．破骨細胞の起源は造血幹細胞
であり ，単球 ・ マク ロフ ァ ージ系の前駆細胞から分化する ．こ の破骨
細胞の分化・活性化には，破骨細胞様細胞，または不活性型破骨細
胞と骨芽細胞との接触が必要である． O C P は破骨細胞により分解吸
収されるが， O C P が足場となり未分化な破骨細胞を新生組織中に留
めることによって骨芽細胞との接触の機会を増やすことで破骨細胞自

















3 ．  脳神経外科領域における O C P / C o l の活用  
脳神経外科領域における術後の骨欠損は，美容上の問題や感染，
疼痛などのため再手術が必要になるなど ，いまだ大きな問題の一つ
となっている [ 1 ,  2 ,  1 4 - 1 6 ] ．  








生でも有効な骨再生が得られる可能性を示唆している [ 1 7 - 2 0 ] ． しか




 イヌの頭蓋骨再生実験からは O C P の結晶構造の変化が確認でき，
有意な生体親和性を有していると考えられる．またこのことが破骨細
胞や骨芽細胞の新たな足場への遊走を励起し ， O C P の再吸収およ
び骨新生が活性化されると推測できる ．高等動物で骨再生が得られ
たことも，今後の脳神経外科領域での O C P / C o l の応用への一助と
なる．  
 O C P / C o l による骨再生はこれまでにも頭蓋冠や顎骨など多岐にわ
た る 骨 欠 損 モ デ ル で 証 明 さ れ て お り [ 1 1 ,  2 1 - 2 4 ] ， K a w a i ら は
O C P / C o l と間葉系幹細胞を組み合わせることによりさらに多 くの骨
芽細胞の遊走とより良好な骨形成を報告した [ 2 4 ] ．また，従来使用さ
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れてきたβ - T C P や H A といった材料は完全に生体に吸収されず，
異物として炎症の原因となる可能性や，感染の温床になる可能性が
示唆されてきたが [ 2 5 - 2 7 ] ，これに対し O C P / C o l は埋入後にそのほ



















 本研究においてラットの T R A P 染色所見および抗 C D 3 4 抗体を用
いた免疫組織化学所見については定量評価を行ったが，これ以外の
組織検体，またイヌの組織については定量的な評価を行っていない．
検 体 の 数 自 体 が 少 な い こ と も 要 因 の 一 つ で あ る が ， 今 後 こ の
O C P / C o l へのさらなる知見を深めるために，定量的な評価は避けら
れないものと考える． O C P / C o l の臨床応用を視野に，今後も検討を
続けていく必要がある．  
 
【結論 】  
 ラットおよびイヌ頭蓋骨臨界骨欠損モデルにおいて， O C P / C o l によ
る骨再生が得られるこ とが示された． この骨再生は硬膜欠損の有無
によらず，また骨ロウにより母床骨との連続性が断たれた状態でも得
られることが示された． O C P / C o l は脳神経外科領域において有用な
新規骨再生材料となる可能性がある．  
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F i g u r e  1 .  小動物用 C T 所見  
経時的に撮影した小動物用 C T の O C P / C o l 埋入直後および埋入後
1 2 週の画像である． A は I 群の埋入直後， B は I 群の 1 2 週後， C
は I I 群の埋入直後， D は I I 群の 1 2 週後， E は I I I 群の埋入直後，
F は I I I 群の 1 2 週後，それぞれ冠状断を示している．硬膜を除去し





F i g u r e  2 .  経時的な新生組織の H U 値の推移  
各群の新生組織の C T データから H U 値を測定し，推移を示した． I
群および I I 群では I I I 群に比べ有意に H U 値の上昇を認めた． 1 2
週時点での H U 値は， I 群， I I 群では 1 2 0 0 から 1 5 0 0 程度であり，
I I I 群では 5 0 0 前後であった． * は I 群と I I I 群の群間比較， * * は
I I 群と I I I 群の群間比較で，両者とも p < 0 . 0 1 で有意差が得られて





F i g u r e  3 .  I 群， I I 群の，それぞれ左右における新生組織の H U 値
の比較  
I I 群の左側において硬膜を除去しているが， O C P / C o l 埋入後 1 2 週
時点での H U 値は， I 群左側との左右差は認められなかった．また，





F i g u r e  4 .  各群の頭蓋骨脱灰標本における H E 染色  
A は I 群， B は I I 群， C は I I I 群の H E 染色の所見を示している．
矢頭で示した部位が新生組織，あるいは類骨であり，矢印で示したも
のが残存した O C P 粒子である．アスタリスクで示した構造が上矢状
静脈洞である． I 群および I I 群では厚みをもった組織の増生が認め
られるのに対し ， I I I 群では薄い組織のみが認められる．また，新生
組織に認める類骨も， I 群や I I 群では広範囲であり， I I I 群ではわず





F i g u r e  5 .  I I 群での H E 染色の強拡大像  
新生組織内に残存した O C P 粒子の周囲に，矢頭で示した扁平な細
胞と ，矢印で示した大型の多核細胞の増生を認めた．扁平な細胞は
骨芽細胞，大型の多核細胞は破骨細胞と考えられる ．スケールバー





F i g u r e  6 .  I 群新生組織における T R A P 染色所見  
中央にある残存 O C P 粒子の周囲に，矢印で示した T R A P 活性を有
する細胞が多数認めら れ ，そのほと んどが大型の多核細胞であり ，





F i g u r e  7 .  各群における T R A P 染色所見  
それぞれ A は I 群， B は I I 群， C は I I I 群の T R A P 染色の結果を
示している．矢印で示す通り， T R A P 活性を有する細胞は全例で認め
られたが， I 群， I I 群ではより多くの細胞が認められた．スケールバ





F i g u r e  8 .  各群における T R A P 染色陽性細胞数  
各群の T R A P 染色における陽性多核細胞数を目視で計測した．
O C P / C o l を埋入した I 群， I I 群では，埋入していない I I I 群と比べ
多くの破骨細胞が新生組織に認められた． n s :  n o t  s i g n i f i c a n t ,  * :  






F i g u r e  9 .  各群の新生組織における抗 C D 3 4 抗体による免疫組織
化学所見  
A は I 群， B は I I 群， C は I I I 群の所見である．各群とも C D 3 4 陽
性の管腔構造を認める．新生組織には各群とも同様に血管新生が認






F i g u r e  1 0 .  各群における抗 C D 3 4 抗体による免疫組織化学での陽
性管腔構造数  
 各群の抗 C D 3 4 抗体を用いた免疫組織化学における C D 3 4 陽性
を示す管腔構造を目視で計測した． C D 3 4 陽性を示す管腔構造は新
生組織内に進入してきた新生血管と考えられるが， O C P / C o l 埋入の
有 無 に か か わ ら ず ， 各 群 同 程 度 の 新 生 血 管 の 増 生 が 認 め ら れ た ．





F i g u r e  1 1 .  イヌ頭蓋骨欠損への O C P / C o l 埋入後 6 か月での新生
骨の H U 値  
 イ ヌ頭 蓋 骨欠 損 にお い て増 生し た 新生 組織 の H U 値は 左右と も
1 8 0 0 程度であった．左右において有意な差はなく ，骨ロウの使用の
有無による骨再生の差異はないものと考えられる．自家骨は 2 5 0 0 か
ら 3 0 0 0 程度の H U 値を示しており，自家骨と同程度までの再生は






F i g u r e  1 2 .  各個体の摘出標本における X 線回折  
 摘出標本を凍結粉砕し X 線回折を行った．縦軸は回折強度，横軸
は回折角度を示しているが，便宜上各データを縦軸方向にスライド さ








F i g u r e  1 3 .  イヌ頭蓋骨 H E 染色  ( 骨ロウ使用側 )  の弱拡大像  











F i g u r e  1 4 .  イヌ頭蓋骨欠損における新生組織の H E 染色  
 同一個体における両側の新生組織の H E 染色を示す．右が骨ロウ
を使用した側の新生組織である．矢印は残存した O C P 粒子を示す．
白抜きの矢印で示した範囲は新生骨組織であり ，その下方に黒矢印
で示した範囲が新生した類骨である ． H E 染色では新生組織中に類
骨の出現と骨組織の再生，および両組織の内部に多数の残存 O C P





F i g u r e  1 5 .  脱灰標本における抗 c a t h e p s i n  K 抗体を用いた免疫
組織化学  
 全例で両側の新生組織に同心円状に配列した骨組織中に破骨細胞
活性を示唆する c a t h e p s i n  K 活性を示す細胞の増生が認められる．
新生組織内へ増生した破骨細胞であり，埋入した O C P 粒子の分解





F i g u r e  1 6 .  脱灰標本における抗 o s t e o c a l c i n 抗体を用いた免疫
組織化学  
 全例で両側の新生組織内に o s t e o c a l c i n 活性を示す細胞の増生が
認められた． O s t e o c a l c i n は骨芽細胞のマーカーであり，破骨細胞
の活性化と同様に骨芽細胞も活性化し ，新生組織内で骨のリモデリ





F i g u r e  1 7 .  脱灰標本における抗 v W F 抗体を用いた免疫組織化学  
 全例両側で新生骨組織内に v W F 陽性の構造を認めた． v W F は血
管内皮のマーカーであり ， この陽性構造は新生組織内に進展し てき
た新生血管と考えられる．  
